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は じ め に
　日本人の三大疾患とは，ガン，心筋梗塞，そして脳
卒中と言われ，脳卒中の６～７割が脳梗塞で占められ
る．我々は脳梗塞巣が脳内炎症反応の関与によって，
初期の限局性コアから相対的ペナンブラに向かって拡
大形成されることに注目し，起炎性の活性物質 high 
mobility group box-1（HMGB1）に着目した．HMGB1
抗原特異的で，高親和性結合をする単クローン抗体を
作製し治療用抗体として選択した．ラット中大脳動脈
２時間閉塞・再灌流の脳梗塞モデルにおいて，極めて
有効に働く抗体を以前の研究で見出した1)．受賞の対
象になった研究は脳虚血時の血液－脳関門（BBB）の
破綻を中心とした抗体の作用機序を検討したもの2)で
あり，その概要を以下に項目立てて紹介する．
炎症性応答と HMGB1
　脳虚血・再灌流障害早期に虚血領域のBBB透過性
の亢進にはサイトカイン（IL-1B，TNF-α），VEGF，
NOを含むいくつか因子の活性化が深く関与している
ことが報告されている3ﾝ6)．HMGB1は現在生体警告信
号分子の代表と考えられ注目される炎症性サイトカイ
ンである．近年，敗血症，急性肺障害，リウマチ等炎
症性病態の誘導，進行と関連があることが明らかにさ
れている7ﾝ9）．さらに脳虚血におけるHMGB1の病理学
的役割が注目される．マウス及びラットの短時間，中
大脳動脈閉塞モデルにて，HMGB1は細胞核から細胞
質への転移現像が観察される．健常成人と比較し，脳
梗塞患者の血清中HMGB1は高レベル持つことも報
告された10ﾝ13）．これらの結果より虚血早期において，
HMGB1の転移は炎症応答の最初期ステージで生じる
のではないかと考えられる．以前の研究結果より，虚
血・再灌流３時間後，Evans blue の濾出を指標した血
管透過性の亢進は抗HMGB1単クローン抗体の中和
作用で抑制されたことからBBB破綻を促進する要因
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としてHMGB1が重要な役割を持っていると考えら
れた．
虚血脳における HMGB1の転移
　免疫組織化学染色を用いて，虚血時HMGB1の局在
と転移を共焦点レーザー顕微鏡で観察した．HMGB1
の免疫染色はmouse anti-HMGB1 mAb（Ｒ＆Ｄ）ま
たは rabbit anti-HMGB1 Ab（abcam）を使用した．ニ
ューロン，アストログリア，ミクログリア細胞のマー
カーとしてMAP-2，GFAP，Iba1を用いて二重蛍光染
色した．健常ラット脳においては，HMGB1抗原はニ
ューロンとグリア細胞の核内に拡散性に局在している
が，虚血脳で，線条体及び頭頂葉から側頭葉大脳皮質
領域で，ニューロン核内に局在したHMGB1は核膜部
位に集積後，細胞質へ時間依存性に移行した．さらに，
細胞質に移行したHMGB1は時間経過とともに細胞
形質膜上に顆粒状の形態で配列する像が観察された
（図１）．このような変化は抗HMGB1単クローン抗
体投与によって抑制された．
HMGB1の脳脊髄液及び血中濃度
　HMGB1 enzyme-linked immunosorbent assay キッ
ト（Shino-Test Co, Sagamihara, Japan）を用いて，
血液中，脳脊髄液中のHMGB1濃度を測定した．再灌
流12時間後HMGB1の血中濃度は明らかに上昇した．
一方，脳脊髄液中のHMGB1濃度は時間依存性上昇し
た．これらHMGB1の上昇は抗HMGB1単クローン抗
体の投与で有意に抑制した．
HMGB1と脳浮腫
　虚血・再灌流３時間後，ペントバルビタール静脈麻
酔下脳を摘出し，虚血側と非虚血側の大脳皮質，線条
体，視床下部，海馬の組織の重量を測定した．そして，
80℃で組織を乾燥させ，各部位の水分含量を求めた．
健常ラットの各部位の脳組織水分含量は約76～78%
で，虚血・再灌流障害によって 82.8%，83.3%，
80.0%，82.3%に増加した．抗HMGB1単クローン抗
体投与群は各部位の脳組織水分含量を抑制した．脳浮
腫における脳の毛細血管の透過性は水チャネル，アク
アポリン４（AQP4）の役割を示す結果が報告されて
いる14ﾝ15)．ラット脳組織の凍結切片を用いて，水チャ
ンネルアクアポリン４（AQP4）の発現を調べた．再
灌流３時間後，大脳皮質，線条体のAQP4の陽性反応
像は抗HMGB1単クローン抗体投与によって著明に
抑制された．臨床で最も使われる非侵襲的な検査方法
MRI（Ｔ２強調）を用いて，虚血・再灌流後３時間，
６時間，12時間，24時間，経時的な脳浮腫の形成を観
察した（図２）．脳組織水分含量の結果と同様に虚血・
再灌流後３時間から時間依存性に脳浮腫の進行を明ら
かにした．抗HMGB1単クローン抗体を投与すると脳
浮腫の拡大が抑制された．
培養系 BBBキットにおける HMGB1の血管透過性亢
進作用
　BBBキット（RBE-12；Pharma Co-Cell Co Ltd, 
Sakamoto, Japan）はラット新生児の脳から調製し，
血管内皮細胞，ペリサイト及びアストロサイトの３種
類の細胞により構成され，生体内での生理的なBBB 
特性を保持している培養系キットである．組み換え体
（rHMGB1）を脳側に添加し，Evans blue-albumin を
血管側に添加した．インキュベーション１時間後，脳
側へ漏出したEvans blue-albumin あるいはバリアー
機能を測定する高感度な指標として使用していた電気
抵抗値を測定した．rHMGB1添加によって濃度依存的
に抵抗値を低下すること，脳側へ濾出したEvans blue-
albumin を増加することが分かった（図３）．抗 HMGB1
単クローン抗体を添加することでこのような変化が抑
制された．血管内皮細胞，ペリサイト及びアストロサ
イト３種類の細胞をファロイジン染色し，レーザー顕
微鏡で細胞の形態を観察した．血管内皮細胞とペリサ
イトは，rHMGB1の添加によって細胞の収縮性変化と
細胞間の隙間が広くなった像が見られた．アストロサ
イトは眼立つ変化が見られなかった．
BBB構造の観察
　虚血・再灌流３時間後，ラットをペントバルビター
ル静脈麻酔下生理食塩水，2.5％ glutaraldehyde-4％ 
paraformaldehyde-0.1Ｍ phosphate buffer で灌流固
定した．エポキシ樹脂で包埋した組織片を酢酸ウラニ
ルとクエン酸鉛で染色し，透過型電子顕微鏡（H-7100； 
Hitachi Ltd, Tokyo, Japan）で観察した．ImageJ1.42q
ソフトウェアを用いて，毛細血管内腔の面積とアスト
ロサイト終足腫脹面積の比率を計算し，抗体治療効果
を評価した．虚血・再灌流障害によって脳微小血管は
三つの変化が見られた．１. アストロサイド終足の腫
脹．２. 微小血管内血栓の形成．３. タイト結合の解
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離．抗体投与群はこのような変化が見られなかった．
考　　　察
　本研究では，虚血・再灌流３時間後に，電子顕微鏡
レベルで脳神経細胞アストロサイトの終足腫脹，基底
膜からの遊離及び血管内皮細胞間にTJ の緩みが観察
された．この様なBBB破綻の像がＴ２-強調MRI の時
間経過所見と一致した．BBB培養系の実験結果より
rHMGB1を添加すると濃度依存的にEvans blue-
albumin の漏出，内皮細胞とペリサイトの形態学的変
　 抗 HMGB1 抗体の BBB 保護効果：張　継勇 　
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図１　虚血脳におけるHMGB1のトランスロケーション
Ａ. ａ：健常ラット脳にHMGB1の分布，ｂ：虚血１時間後，ｃ：虚血２時間後，ｄ：再灌流後２時間，脳にHMGB1の分布， 
ｅ-ｆ：再灌流後２時間から４時間まで脳にHMGB1の分布
Ｂ. HMGB1とニューロン，アストロサイト，ミクログリア細胞の二重免疫染色．赤－HMGB1，緑－MAP2（ニューロン）GFAP（ア
ストロサイト）Iba1(ミクログリア)，青－DAPI（細胞核）（文献２より改変して引用）
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図３　培養系BBBモデルによるBBB透過性及びBBB構成細胞の変化
rHMGB1添加及び抗HMGB1抗体添加後．Ａ. 電気抵抗値の変化，Ｂ. 血管側から脳側への 
Evans blue-albumin の濾出量，Ｃ. BBB 構成細胞の変化（＊P＜0.05，＊＊P＜0.01）（文献２より
改変して引用）
Control lgG Sham Anti-HMGB1
３ｈ ６ｈ 24ｈ ３ｈ ６ｈ 24ｈ
図２　Ｔ２強調MRI 画像
虚血再灌流３時間後から24時間まで Sham群，コトロール抗体投与群，抗HMGB1抗体投与
群，それぞれ一個体の写真（文献２より改変して引用）
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化が見られた．虚血・再灌流２時間から４時間の間に
HMGB1は細胞核から細胞質へ転移することが明らか
になった．この結果はマウスMCAOモデルを用いた
研究グループの結果と一致でした11ﾝ12)．脳虚血部位か
ら循環血中に放出されたHMGB1は，BBBの構造変化
を誘導し内皮細胞ミクログリアの活性化は炎症応答を
促進させ，炎症性サイトカイン或は活性酸素を大量産
生する．このような酸化ストレスはBBBの破綻及び
二次脳障害の主な原因となる16ﾝ18)．循環血中の HMGB1
を除去することは抗HMGB1単クローン抗体の治療
効果の重要なメカニズムと思われる．
終　わ　り
　抗HMGB1単クローン抗体による治療は，虚血早期
に動員されるHMGB1のトランスロケーションを抑
え，さらにHMGB1によって血液－脳関門の構造的な
らびに機能的破綻を抑制できることを明らかにした．
これまでの脳梗塞治療薬とは作用機序の全く異なる抗
HMGB1抗体は，新規治療薬として臨床応用が強く期
待される．
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